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Influenza in vitro di un omologo superiore 
dell’acido nicotinico (acido 3-piridilacetico) su alcune 
attivita metaboliche del tessuto integro 
e dei mitocondri di fegato di ratto 


U. BONOMI 


Da una serie di ricerche sperimentali e cli- 
niche recenti risulta che lacido 3-piridilacetico 
(3-PAA) esercita un’evidente attivita di regola- 
zione del metabolismo lipidico (3, 4, 25). 
‘Alcune osservazioni fatte nel nostro Labo- 
fatorio per uno studio delle proprieta biolo- 
iche di questa sostanza ne hanno dimostrato, 
laltro, la pronta e completa eliminazione 
urinaria, senza apprezzabili modificazioni di 
struttura e senza influenza sul metabolismo dei 
corpi nicotinici (13), e l’incapacita a sostituire 
lacido nicotinico e la nicotinamide come fattori 
di crescita per il Lactobacillus arabinosus (23). 

sembrato interessante, estendendo le ri- 
cerche per una piii ampia conoscenza delle 
proprieta del composto, indagare |’influenza 
in vitro del 3-PAA su alcune attivita metabo- 
liche fondamentali della cellula, quali il con- 
sumo di O, endogeno, la produzione di acido 
lattico in presenza di ossigeno come indice 
della glicolisi aerobia ¢ la liberazione di glucoso 
da parte di fettine di fegato, la respirazione ¢ 
la fosforilazione ossidativa da parte dei mito- 
condri isolati dallo stesso organo. 


Le esperienze con le sezioni di tessuto sono 
state completate da alcune prove con 2,4-dini- 
trofenolo e Na arsenato. E noto che queste 
due sostanze interferiscono sui meccanismi ba- 
silari della produzione di energia cellulare con 
modalita diverse (20, 21, 22, 24, 29) che si 
manifestano chiaramente se si sperimenta con 
cellule integre: il 2,4-dinitrofenolo a bassa 
concentrazione (5-105 M) stimola, a con- 
centrazione maggiore (1-10-* M) inibisce il 
consumo di O,, mentre il Na arsenato ha sol- 
tanto un effetto inibente a concentrazioni rela- 
tivamente elevate (1-10-? M) (6, 10, 12, 28, 
30). Si & pensato che lo studio del modo di 
interferire del 3-PAA sull’azione del 2,4-dini- 
trofenolo e dell’arsenato poteva contribuire, 
entro certi limiti, anche alla conoscenza del 
meccanismo d’azione del derivato piridinico 
sul metabolismo lipidico. 


MATERIALE E METODI 


La ricerca é stata condotta con fettine e con mito- 
condri di fegato di ratto femmina del peso medio 
di g 200 mantenuto a dieta completa ed equilibrata. 
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Il consumo di Og é stato determinato con la tecnica 
convenzionale di Warburg. Tutti i prodotti usati 
sono puri per analisi. L’acido 3-piridilacetico puris- 
simo é stato sintetizzato nei nostri Laboratori chimici 
dal Dott. V. D’Amato. 


Preparazione delle sezioni. 


L’organo é stato prelevato immediatamente dopo 
il sacrificio dell’animale, sciacquato in soluzione 
Krebs-Ringer fosfati gelata a pH 7,4, tagliato in fette 
di circa 0,3 cm? di superficie e 0,5 mm di spessore. 
Le sezioni sono state pesate con bilancia a torsione 
e€ si sono messi 250 mg di fettine in ogni vaschetta di 
Warburg riempita con 3 ml della soluzione adatta 
e refrigerata in ghiaccio fondente. Una volta com- 
pletate le pesate, le vaschette sono state montate sui 
manometri e messe in bagno a 37° C. 


Preparazione dei mitocondri. 


Si  seguita la tecnica di Hogeboom (14). Un fram- 
mento di circa 4 g di fegato viene immerso subito 
dopo il prelievo dall’animale in saccaroso 0,25 M 
a pH 7,4 gelato. Si taglia in piccoli pezzi, si aggiunge 
tanta soluzione di saccaroso per un volume finale di 
10 ml per g di fegato fresco. Si omogenizza al 
Potter, si centrifuga 10’ a 600g, si scarta il sedi- 
mento, si centrifuga il sopranatante 10’ a 7000 x g, 
si scarta il sopranatante e si lava il sedimento con la 
soluzione di saccaroso, si risospende lo strato mito- 
condriale col Potter nella stessa soluzione, si centrifu- 
fuga 10’ a 18000 x g, si scarta il sopranatante, si 
sospendono i mitocondri in tanto saccaroso 0,25 M 
quanti sono i grammi di fegato iniziali. Si usano 
0,3 ml di sospensione per vaschetta. Tutte le opera- 
zioni alla temperatura di 2° + 1°. Le soluzioni vanno 
preparate e la vetreria lavata con acqua bidistillata. 

I mitocondri isolati in questo modo hanno dato 
di solito dei P/O piuttosto elevati e -costanti; si é 
osservato che l’aggiunta al saccaroso di etilendiami- 
notetracetato (EDTA) 0,01 M ne diminuisce |’ef- 
ficienza. 


Determinazione del QOxg endogeno, dell’ acido lattico e del 
glucoso liberati dalle fettine di fegato. 


Nelle vaschette di Warburg é stata messa una 
soluzione di Krebs-Ringer a pH 7,4 preparata mesco- 
lando opportunamente aliquote delle seguenti solu- 
zioni madri: Na cloruro 0,77 M; K cloruro 0,77 M; 
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Ca cloruro 0,55 M; Mg solfato 0,77 M; tampone 
fosfati a pH 7,4 0,2 M. 

Si @ cosi potuta modificare la composizione del 
liquido specialmente per quel che riguarda Na, K e 
fosfati senza alterarne la osmolarita che é stata di 
solito mantenuta intorno alle 305 milliosmole/litro 
(7, 26). 

Si sono preparate una soluzione madre di 2,4—dini- 
trofenolo 5-10-3 M neutralizzata con Na idrato, una 
di Na arsenato 0,1 M e una di acido 3-piridilacetico 
al 20% neutralizzata con Na idrato. 

L’esperienza é stata condotta in atmosfera di O, 
al 100%; le letture sono proseguite per 45’. Alla fine 
il liquido contenuto nella vaschetta @ stato depro- 
teinizzatd con la miscela Ba idrossido-Zn solfato 
per il dosaggio del potere riducente col metodo di 
Nelson (24) e dell’acido lattico col metodo di Barker- 
Summerson (2). 

Il QOg rappresenta i vl di Og consumati per ora e 
per mg di peso secco. Il peso secco é stato dedotto da 
quello fresco delle fettine, pesate prima dell’incuba- 
zione; questa procedura pud dare quozienti legger- 
mente inferiori a quelli effettivi. Ad evitare interfe- 
renze dovute al comportamento individuale degli 
animali, o alle modalita tecniche usate, in ogni espe- 
rienza si sono messi tre manometri come controlli 
normali. 


Determinazione della fosforilazione ossidativa dei mito- 
condri. 


Si sono seguite le indicazioni di Copenhaver e 
Lardy e di Holton e Coll. (8, 15). Il sistema usato é 
l’ossidazione dell’acido «-chetoglutarico in presenza 
di malonato, di fluoruro, di ATP+ AMP, di glucosio 
+ esochinasi. 

Allinizio dell’esperienza ogni vaschetta di War- 
burg contiene: K fosfato biacido 0,03 M; citocromo 
C 3-10-5 M; acido malonico 0,01 M; acido «—cheto- 
glutarico 0,01 M; Na fluoruro 0,02 M; saccaroso 
0,025 M con EDTA 0,001 M; solfato di Mg 0,005 
M; ATP+AMP ambedue 6-10-4 M; esochinasi 
(Sigma) 153 U.; mitocondri 0,3 ml in saccaroso 
0,25 M per circa 6-8 mg di proteine. A seconda dei 
casi é stato aggiunto 3-PAA da una soluzione al 20 % 
neutralizzata con K idrato; le conseguenti variazioni 
della osmolarita sono state compensate con varie 
quantita di una soluzione K cloruro 0,77 M. Tutte 
le soluzioni sono state preparate in acqua bidistillata 
bollita e a pH 7,4 con K idrato. 
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Dopo $’ di equilibrazione, le letture del consumo 
di Og sono state fatte per 30’ a 25° con aria come fase 
gassosa. Alla fine si ¢ aggiunto acido tricloroacetico 
per una concentrazione finale del 5%. Su una ali- 
quota del filtrato é stato dosato il fosforo col metodo 
di Fiske e Subbarow (11). La differenza tra fosfato 
inorganico presente all’inizio e¢ alla fine della espe- 
rienza, stata rapportata ai vatomi di consumati 
per ottenere il quoziente P/O. Le proteine dei mito- 
condri sono state dosate con biureto (5); il QOxg dei 
mitocondri é determinato per vl Og/ora/mg proteina. 


RISULTATI 


Esperimenti su fettine di fegato. 


Le prime prove sono state fatte in Krebs- 
-Ringer fosfati pit glucoso.0,03 M. In queste 
condizioni si é visto che il 3-PAA nella quantita 
di 0,6-3,0 mg per vaschetta é in grado di de- 
primere la respirazione di 250 mg di fegato in 
maniera evidente, come risulta dalla tabella I. 


TABELLA I — Respirazione endogena di fegato 
normale; vl Og/250 mg peso fresco/30’. 


|___Acido 3-piridilacetico 


Controllo 
3 mg 


_ 06 mg 


123 117 


Un’altra serie di prove é stata effettuata con 
tre diverse concentrazioni di 3-PAA (0,03 M; 
0,10 M; 0,14 M); e con due differenti livelli 
di fosfati nel medium (0,02 M e 0,002 M): 
era stato constatato in numerosi saggi pre- 
cedenti che il consumo di O, ¢ la produzione 
di acido lattico sono influenzate dalla concen- 
trazione di fosfato presente nel Ringer, ¢ 
non dall’aggiunta di glucoso, da variazioni 
della osmolarita (anche da 250 e 350 millio- 
smole/litro) o dal contenuto di K e di Na. 

Nelle condizioni sperimentali realizzate si 
sono notate sensibili variazioni delle attivita 
tespiratoria e glicolitica, che risultano rispet- 
tivamente depressa ¢ stimolata. I dati comples- 
sivi di esperienze tipo sono riportati nella 


tabella II. 


Il 3-PAA ha mostrato di esercitare sulla libe- 
razione di glucoso un’azione rallentante di 
media significativit’ e solo alle alte dosi sag- 
giate, come risulta dalla tabella III. 

L’esperimento con l’aggiunta di 3-PAA 
0,1 M a sezioni di fegato in presenza dei due 
inibitori enzimatici, 2,4-dinitrofenolo e arse- 
nato, ha fornito i risultati raccolti nelle tabelle 
IV e V per la respirazione ¢ la produzione di 
acido lattico, e¢ nelle tabelle VI ¢ VII per la 
liberazione di glucoso. L’esperienza era stata 
naturalmente preceduta da una serie di prove 
orientative per stabilire, in base anche ai dati 
della letteratura, la concentrazione di inibitore 
da impiegare. 

L’aumento significativo del consumo di O, 
che si ha con 2,4-dinitrofenolo viene annullato 
dall’aggiunta di 3-PAA; la glicolisi aumenta 
ulteriormente e significativamente per la pre- 
senza di questo acido. 

L’effetto inibente dell’arsenato sulla respira- 
zione non viene significativamente influenzato 
dalla presenza di 3-PAA; la glicolisi aumenta 
in misura poco o nulla significativa sia con 
arsenato che con arsenato pit: 3-PAA. 

La liberazione di glucoso che, come si é 
visto, diminuisce in maniera tuttavia non co- 
spicua alle dosi pit alte di 3-PAA, viene ini- 
bita dall’arsenato; non é chiaro l’effetto della 
presenza di 3-PAA nel sistema. 

Il 2,4-dinitrofenolo in ogni caso privo di 
attivita sulla liberazione di glucoso. 

Tutte queste variazioni di comportamento, 
in particolare quelle riguardanti il 2,4-dinitro- 
fenolo, sono pit evidenti in presenza di fo- 
sfato 0,02 M che non a pit bassa concen- 
trazione. 


Esperimento sui mitocondri isolati. 


L’aver constatato un effetto inibente del con- 
sumo di O, da parte del 3-PAA sulle sezioni ha 
fatto pensare a un’azione diretta sugli organuli 
responsabili della respirazione cellulare. 

Le prove condotte sui mitocondri isolati 
non hanno tuttavia confermato questo punto 
di vista: in una serie di esperienze eseguite in 
presenza di 3-PAA 0,07 M non si sono con- 
statate modificazioni degne di rilievo, come 
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In presenza di fosfati Controllo 
0,03 M 
0,002 M 1,8+0,1() 1,7+0,1(") 
0,02 M 2,3 + 0,3 (’) 2,2+0,4(’) 


+1,6 


20,2 + 6,3 


Acido 3-piridilacetico 


TABELLA II — QOg endogeno e acido lattico in ug prodotto da 250 mg di fettine di fegato dopo 30’ 
di incubazione in presenza di varie concentrazioni di acido 3-piridilacetico e fosfati. 


Acido 3-piridilacetico 


In presenza di fosfati Controllo 
0,03 M 
| Consumo di ossigeno 
0,002 M 3,42 + 0,§2 (’) 3,47 + 0,71 3,17 + 0,68 
| 0,02 M 3,91 + 0,47 () 3,53 40,42 2,91 + 0,55 (") 
Produzione di acido lattico 
| 
0,002 M | 9,0 +3,3 9.7 +3,9(") 15,6 +2,8 
0,02 M | 237.408) 4 m7 £2.20 18,8 +3,1 


Taseta III — Potere riducente, in mg di glucoso, presente nelle vaschette dopo 30’ di incubazione, 
in Krebs-Ringer; 250 mg di fegato. 


0,1 M 


1,7 £0,1(’”") 


2,0 + 0,3 


TaBELLA IV — QOg € produzione di acido lattico, in yg alla fine della prova dopo 0’ di incubazione, 
da 250 mg di fettine di fegato in presenza di acido 3-piridilacetico e di 2,4-dinitrofenolo. 


In presenza di fosfati Controllo 3-PAA 0,1 M oo 
Consumo di ossigeno 
0,002 M 4,04 + 0,44 3,38 + 0,49 4,33 + 0,68 () 
0,02 M 4:65 + 0,33(°") 3,93 + 0,48 6,58 + 0,75 () 
Produzione di acido lattico 
0,002 M | 6,6 +1,9 11,7 +09,9 16,7 +1,2 () 


15,7 +1,6 () 


2,84 + 0,54 
2,39 + 0,44 


20,4 +1,3 


6.4445 0°) | | 


0,14 M | - 


1,7 


2,0 + 0,5 


3-PAA 0,1 M + 2,4- | 
-dinitrofenolo 10-5 M 


3,53 + 0,86 


4,35 + 0,29 


+ 2,6 
0") 


24,1 


3155 


i 
| 
| 
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TABELLA V — QOg € produzione di acido lattico, in »g dopo 30’ di incubazione, da 250 mg 
di fettine di fegato in presenza di acido 3-piridilacetico e di sodio arsenato. 


| 
In presenza di fosfati | Controllo 3-PAA 0,1 M Na arsenato 0,02 M 4 — = ie M 
Consumo di ossigeno 
0,002 M 3,70 + 0,28 (’’”’) 2,88 + 0,85 1,68 + 0,72 (’) 1,61 + 0,72 
0,02 M 4,32 +0,44(°°) | 3,16 + 0,48 2,43 + 0,19 (’) 2,32 + 0,21 
Produzione di acido lattico 
0,002 M 8,8 +1,2 16,8 +1,7(°) 10, +1,9 () 10,2 +1,0 
0,02 M 12,7 +3,4 19,0 +5,7 15,5 +2,8 () 16,2 +1,0 


TABELLA VI - Potere riducente, in mg di glucoso, nelle vaschette dopo 30’ di incubazione, in presenza 
di 2,4-dinitrofenolo 5 x 10-5 M, con e senza 3-PAA, e due concentrazioni di fosfati. 


2,4-dinitrofenolo 3-PAA 0,1 M + 2,4-dini- 


In presenza di fosfati | Controllo 3-PAA 0,1 M 5.10-5M trofenolo 5.105M | 
0,002 M 1,9+0,1() 1,8+0,1(') 2,0+0,2 1,8+0,1("’) 
0,02 M 2,2 + 0,4 2,0+0,4(") 2,1 +0,2 1,9 +0,3(") 


TABELLA VII — Potere riducente, in mg di glucoso, nelle vaschette dopo 30’ di incubazione, in presenza 
di arsenato 0,02 M, con e senza 3-PAA, e due concentrazioni di fosfati. 


| 
In presenza di fosfati Controllo 3-PAA 0,1 M Na arsenato 0,02 M 4 saitnaee 02M 
0,002 M 1,7 +0,4() 1,6+0,§() 10+0,1("’) 0.9+0,1(") 
0,02 M 2,2 + 0,2(’) 2,0 +0,1(") 1,3 1,3 £04 


N. B. - I valori riportati nelle tabelle (dalla II* alla VII*) rappresentano ciascuno la media di 6 determina- 
zioni + d.s. Tra parentesi la significativita statistica della differenza fra la media del controllo sulla stessa riga (’) 
e quella in questione. La significativita statistica viene indicata con (’’’) per P < 0,001; (’’’) per P < 0,01; 
(") per P < 0,05. Senza indicazione la mancanza di significativita (P > 0,05). 
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TaABELLA VIII - Attivita respiratoria e P/O, col 
sistema acido 2-chetoglutarico, glucoso esochinasi, 
di mitocondri isolati di fegato in presenza di acido 
3-piridilacetico. 


Quoziente 
determinato Controllo 3-PAA 0,07 M 
| P/O 394 + 0,5 (15) 353 0,3 (12) 
18,1 + 1,9 (15) 17,0 + 2,9 (12) 


Le cifre si riferiscono alla media + d.s. Tra paren- 
tesi il numero delle determinazioni. 


risulta dalla tabella VIII. Il P/O leggermente 
superiore a 3, quale viene comunemente ac- 
cettato per la decarbossilazione ossidativa del- 
l’acido z-chetoglutarico (8, 16, 18), pratica- 
mente non diminuisce col 3-PAA; lo stesso 
dicasi per il quoziente di Oy, del sistema. 


COMMENTO E CONCLUSIONI 


Questi risultati si prestano a qualche consi- 
derazione. 

L’assenza di disaccoppiamento tra respira- 
zione e fosforilazione dei mitocondri e la netta 
influenza moderatrice sul consumo di ossigeno 
stimolato dal dinitrofenolo inducono a rite- 
nere che il 3-PAA agisca preferibilmente su 
sistemi enzimatici localizzati nel citoplasma 
a livello del reticolo endoplasmico, ove 
verosimilmente si svolgono, almeno nel 
caso della cellula epatica, le fasi_preliminari 
e intermedie del ricambio (seconda fase di 
Krebs, 17). 

D’altra parte l’incapacita a proteggere la re- 
spirazione cellulare dell’inibizione da arsenato 
e la diminuita liberazione di glucoso, forse 
per rallentamento della fosforilasi, suffragano 
lipotesi che il 3-PAA sia un inibitore, o meglio 
un regolatore di alcune di quelle reazioni in- 
termedie. L’intervento pué esercitarsi sia sui 
complessi meccanismi di trasporto e di utiliz- 
zazione endocellulare dei fostat oppure, ve- 
rosimilmente a tipo competitivo, sui nucleotidi 
piridinici. 
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A sostegno di quest’ultima interpretazione 
starebbero i risultati ottenuti con acido nico- 
tinico, per il quale si é osservato che inibisce 
la trasformazione del nicotinamide-difosfonu- 
cleotide in nicotinico-difosfonucleotide (19); 
leffetto si manifesta nell’animale trattato con 
forti dosi di acido nicotinico, come ugualmente 
alte, rispetto a quelle terapeutiche, sono le 
dosi di 3-PAA necessarie per l’attivita in vitro, 
oggetto di questo lavoro. 

Non si intende trattare qui dei rapporti inter- 
correnti tra i derivati biologicamente impor- 
tanti della piridina ¢ i rispettivi nucleotidi; pud 
essere tuttavia interessante sottolineare ana- 
logie e.differenze di comportamento tra acido 
nicotinico e acido 3-piridilacetico. 

Per alcuni settori di attivita metaboliche, e 
cioé regolazione della colesterolemia ¢ del me- 
tabolismo lipidico (1, 4, 25), inibizione della 
respirazione endogena (9) e, probabilmente, 
azione competitiva con i nucleotidi piridinici, 
gli acidi 3-piridilacetico e nicotinico esplicano 
azvione analoga. Differiscono invece per |’at- 
tivita vitaminica sul Lactobacillus arabinosus, 
assente per il 3-PAA (23), ¢ per il tipo di 
catabolismo cui vanno incontro quando ven- 
gono eliminati dall’organismo (13, 25). 

Per queste sue interessanti proprieta, e per 
la mancanza, almeno a quanto é noto finora, 
di un ricambio suo proprio, il 3-PAA pre- 
senta pili ampie possibilita di studio e di appli- 
cazione terapeutica in confronto all’acido nico- 
tinico. 


RIASSUNTO 


E stata saggiata l’influenza dell’acido 3-piridilacetico 
sulla respirazione, la glicolisi e la liberazione in vitro 
di glucoso da parte di fettine di fegato di ratto normale, 
in varie condizioni sperimentali. Si ¢ constatato che 
lacido 3-piridilacetico deprime la respirazione, in- 
crementa la glicolisi aerobia e diminuisce la libera- 
zione di glucoso; diminuisce il consumo di Og sti- 
molato dalla presenza del 2,4-dinitrofenolo e incre- 
menta contemporaneamente la produzione di acido 
lattico; non migliora la respirazione inibita dal Na 
arsenato né modifica il leggero conseguente incre- 
mento della glicolisi. I fosfati a concentrazione rela- 
tivamente elevata, 0,02 M, rendono pit evidenti 
questi effetti. L’acido 3-piridilacetico infine non in- 
fluenza l’attivita fosforilante né la respirazione di 
mitocondri isolati di fegato. 
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RESUME 


Influence in vitro dun homologue supérieur de lacide 
nicotinique (acide-3-pyridil-acétique ) sur quelques acti- 
vités métaboliques du tissu sain et des mitochondries de 
foie de rat. 

L’influence de l’acide 3-pyridil-acétique sur la res- 
piration, la glycolyse et la libération in vitro du 
glucose des coupes de foie de rat normal a été essayée 
dans différentes conditions expérimentales. Il a été 
constaté que l’acide 3-pyridil-acétique déprime la 
respiration, augmente la glycolyse aérobie et diminue 
la libération de glucose; il diminue la consommation 
de Og stimulée par la présence du 2,4-dinitrophénol 
et augmente en méme temps la production d’acide 
lactique; il n’améliore pas la respiration inhibée par 
Na arsénié, ni ne modifie la légére augmentation de la 
glycolyse qui s’ensuit. Les phosphates 4 concentration 
relativement élevée, 0,02 M rendent ces effets plus 
évidents. Enfin l’acide 3-pyridil-acétique n’influence 
ni l’acitvité de phosphorylation ni la respiration de 
mitochondries isolées de foie. 


SUMMARY 


In vitro influence of a higher homologue of nicotinic acid 
(3-pyridineacetic acid) on some metabolic activities of 
whole liver tissue and of liver mitochondria in rats. 
The influence of 3-pyridineacetic acid on the in 

vitro respiration, glycolysis and release of glucose 
by slices of normal rat liver was tested under various 
experimental conditions. It was possible to ascertain 
that 3-pyridineacetic acid depresses respiration, in- 
creases aerobic glycolysis and decreases glucose 
release. It also diminishes the Og consumption stim- 
ulated by the presence of 2-4,dinitrophenol and 
simultaneously increases lactic acid production, but 
does not improve respiration inhibited by Na arsenate 
nor modifies the consequent slight increase of the 
glycolysis. Relatively high concentrations of phos- 
phates - 0.02 M - accentuate these effects. Finally, 
3-pyridineacetic acid does not influence the phospho- 
rylating activity nor the respiration of isolated liver 
mitochondria. 


ZUSAMMEJNFASSUNG 


Der Einfluss eines héheren Homologen der Nicotinsdure 
(3-Pyridylessigsdure), in vitro, auf einige Reaktionen 
des Metabolismus im Gesamtgewebe und in den 
Mitochondrien der Rattenleber. 


Es wurde der Einfluss der 3-Pyridylessigsaure auf 
die Atmung, die Glycolyse und die Glucosefreisetzung 
in Leberstreifen normaler Ratten in vitro unter vers- 
chiedenen Versuchsbedingungen gepriift. Dabei wurde 
festgestellt, dass 3-Pyridylessigsdure die Atmungs- 
vorginge dampft, die aerobe Glycolyse steigert und 
die Freisetzung von Glucose herabsetzt; sie setzt 
den durch Anwesenheit von 2,4-Dinitrophenol 


erhéhten Og-Verbrauch herab und steigert gleichzeitig 
die Milchsaureproduktion; sie bessert die durch 
Na-Arsenat bewirkte Atmungshemmung nicht und 
hat auch keinen Einfluss auf die infolge der Atmungs- 
hemmung leicht vermehrte Glycolyse. Die relativ 
hohe Phosphatkonzentration, 0,02 M, macht diese 
Wirkungen noch deutlicher. Die 3-Pyridylessigsaure 
beeinflusst im iibrigen weder die Phosphorylierungs- 
vorgange noch die Atmung isolierter Lebermitochon- 
drien. 


RESUMEN 


Influencia in vitro de un homédlogo superior del dcido nico- 
tinico (dcido 3-piridil-acético ) sobre algunas actividades 
metabélicas del tejido integro y de las mitocondrias del 
higado de rata. 


Se ha comprobado la influencia del Acido piridil-3- 
-acético sobre la respiracion, la glicdlisis y la liberacién 
in vitro de glucosa por parte de cortes de higado de 
rata normal, en distintas condiciones experimentales. 
Se ha podido constatar que el acido piridil-3-acético 
deprime la respiracion, incrementa la glicdlisis aeré- 
bica y disminuye la liberacién de glucosa: disminuye 
el consumo de Og estimulado por la presencia de 
2,4-dinitrofenol y al mismo tiempo incrementa la 
produccién de Acido lactico; no mejora la respiracién 
inhibida por el Na arsenato como tampoco modifica 
el ligero consecuente incremento de la _glicdlisis. 
Los fosfatos a concentracion relativamente elevada, 
0,02 M, hacen que estos efectos sean mas evidentes. 
Finalmente, el acido piridil-3-acético no influye sobre 
la actividad fosforilante ni sobre la respiracién de 
mitocondrias aisladas de hidago. 
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Studio sul contenuto in acido folinico del siero umano 


C. BACHI - G. C. COSCIA - M. ROSSI 


Lo studio del metabolismo dell’acido folico 
e dell’acido folinico é stato eseguito, in questi 
ultimi tempi, secondo varie modalita. 

Per quanto riguarda I’acido folico, risultati 
interessanti sono stati ottenuti con prove da 
carico parenterali ed orali (1, 2), con dosaggi 
sul sangue (3), con la valutazione dell’elimi- 
nazione di acido N-formimino-L-glutamico (4). 

Pid limitati gli studi sull’acido folinico sono 
stati rivolti, in vivo, alle modalita della elimi- 
nazione urinaria in condizioni basali e dopo 
somministrazione di acido folico (5, 6, 7); in 
vitro, al problema della trasformazione dell’a- 
cido folico in folinico da parte di frammenti 
di tessuto (8). 

Sono state pure condotte ricerche sul conte- 
nuto in detti fattori da parte di vari prodotti 
naturali: ne é risultato che essi si trovano in 
natura sotto forma coniugata e precisamente 
legati a gruppi glutamici in eccesso che li 
rendono inutilizzabili per i germi usati nei 
comuni metodi microbiologici, e quindi indo- 
sabili se non previa incubazione con particolari 
enzimi capaci di trasformare i poliglutamati in 
monoglutamati (9). 

Alcuni studiosi si sono anche occupati del 
contenuto ematico in Citrovorum factor, ma 
le indagini a questo proposito sono appena agli 
inizi e 1 primi dati non permettono ancora una 
chiara valutazione. 

Usdin e Coll. (10, 11), affrontando il pro- 
blema del contenuto ematico in fattori di ac- 
crescimento per il Lactobacillus casei, il Leucono- 
stoc citrovorum e per lo Streptococcus faecalis, 
concludono che l’attivita evidenziata nel san- 
gue non sarebbe dovuta agli acidi folico o 
folinico, ma anche a varie altre forme di acidi 
pteroilglutamici ed a timina e timidina. Tutte 
queste sostanze non sarebbero peré contenute 


nel siero, ma nelle emazie, ove esisterebbero 
sotto forma di composti coniugati (inutiliz- 
zabili per lo Streptococcus faecalis e per il Leu- 
conostoc citrovorum) i quali, ad opera di un 
enzima contenuto nel siero, potrebbero venire 
scissi e quindi resi disponibil per lo sviluppo 
dei germi. 

E da notare che Usdin e Coll. non hanno 
fatto uso dei sistemi enzimatici generalmente 
consigliati per scindere i legami di coniugazione. 

Hiraide (12) invece si é valso, a questo scopo, 
dell’attivita coniugasica di estratti di rene di 
maiale e di pancreas di pollo, attivati mediante 
cisteina: i suoi risultati si riferiscono al san- 
gue intero e dimostrano un’attivita di accresci- 
mento per il Leuconostoc citrovorum pari a quella 
di 2,5+0,9 my di acido folinico per cc. 

Ci pare che i dati sopra esposti lascino ancora 
sub judice molti problemi riguardanti l’attivita 
Citrovorum factor nel siero. 

Abbiamo ripreso l’argomento allo scopo di 
indagare: 

1) se nel siero umano in condizioni fisio- 


logiche é contenuto acido folinico libero; 


2) se esso esiste sotto forma coniugata ed 
eventualmente in quale quantita; 


3) in quale misura la timidina, segnalata 
anch’essa come fattore di accrescimento del 
Leuconostoc citrovorum (13), pud interferire nei 
dosaggi dell’acido folinico. 


METODICA 


I dosaggi dell’acido folinico sono stati eseguiti 
secondo la metodica di Sauberlich e Baumann (14), 
che si vale della proprieta di un germe, il Leucono- 
stoc citrovorum ATCC 8081, di svilupparsi esclu- 
sivamente in presenza di acido folinico libero ed 
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in misura proporzionale alle quantita presenti nel 
mezzo di cultura. 

I saggi sono stati eseguiti sul siero come tale e sul 
siero previamente trattato con un estratto di tessuto 
ad alta attivita enzimatica specifica: nel primo caso, 
onde appurare l’eventuale presenza di acido folinico 
libero, nel secondo caso per scindere i composti 
coniugati e valutare le quantita di acido folinico cosi 
liberatasi. 

L’acido folinico libero é stato dosato su sieri pre- 
levati da campioni di sangue ottenuti e sierati ste- 
rilmente. 

A questo scopo I cc dei sieri in esame veniva ag- 
giunto a 9 cc di mezzo culturale previamente steri- 
lizzato in autoclave. 

Ciascuna provetta veniva insemenzata con una goc- 
cia di cultura di Leuconostoc citrovorum e la lettura 
turbidimetrica eseguita dopo 24 ore. 

Per dosare l’acido folinico coniugato ci si é attenuti 
essenzialmente alla metodica consigliata da Broquist 
(15), che consiste nell’incubare il materiale in esame 
per 24 ore a 37° in tampone di fosfati in presenza di 
polvere di pancreas di pollo. 

In una serie preliminare di esperimenti era perd 
risultato che l’estratto secco di pancreas Difco da 
noi usato aveva un discreto contenuto in acido foli- 
nico, pari a circa 2 my per mg. Si poneva quindi il 
problema di valutare con la massima esattezza, in ogni 
singolo esperimento, quale fosse il contenuto in 
Citrovorum factor della polvere di pancreas usata. 

Non ci é parso opportuno, in quanto troppo sog- 
getto ad errore, determinare una volta per tutte il 
contenuto in Citrovorum factor dell’estratto di pancreas 
e sottrarre ogni volta ai valori ottenuti quello teori- 
camente corrispondente alla quantita di pancreas 
usato. 

Abbiamo a tale scopo preferito usare ogni volta 
un estratto acquoso di polvere di pancreas ottenuto 
incubando per 3 ore a 37° il materiale in puffer di 
fosfati a pH 7,2 in ragione di 30 mg in 100 cc e fil- 
trando poi attraverso filtri di porcellana. 

Subito dopo, a 49 cc del liquido ottenuto veniva 
aggiunto 1 cc del siero in esame; la miscela veniva 
incubata per 24 ore a 37° e quindi portata per I ora 
a 100° onde inattivare l’enzima e far precipitare le 
proteine, che venivano poi allontanate mediante 
passaggio per filtro Seitz (filtrazione che previa- 
mente avevamo controllato non alterare il Citrovo- 
rum factor). 
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Ci siamo assicurati della validita di questa metodica 
ripetutamente, trattando un campione di siero con 
estratto di pancreas secondo le modalita consigliate 
da Broquist, e altri campioni del medesimo siero con 
pili estratti acquosi di polvere di pancreas separata- 
mente ottenuti, e dosando poi in ogni preparato la 
quantita di acido folinico liberatasi. 

In tutti i casi sono stati ottenuti, dopo sottrazione 
dell’attivita Citrovorum factor dovuta al pancreas, valori 
identici. 

Ogni dosaggio veniva poi eseguito su 2 campioni 
di liquido filtrato, a concentrazione diversa, tali cioé 
che 2 provette del mezzo culturale venivano a conte- 
nere il filtrato diluito rispettivamente 1:10 ed 1:4; 
i risultati venivano poi considerati validi solo se 
corrispondenti proporzionalmente in entrambe le pro- 
vette. 

Ogni volta i valori ottenuti sono stati corretti 
sottraendo da essi il Citrovorum factor contenuto 
nell’estratto acquoso di pancreas usato in quell’espe- 
rimento. 

Va sottolineato che per la buona riuscita dei dosaggi 
© stato essenziale un accurato allontanamento dei 
precipitati proteici dal liquido in esame. 

Essi infatti non solo disturbavano la lettura turbi- 
dimetrica con la loro presenza, ma talora determi- 
navano anche, nella cultura di 24 ore, la precipita- 
zione di agglomerati di germi sul fondo della 
provetta. 

I precipitati proteici, essendo molto fini, non erano 
allontanabili con la centrifugazione e con la filtrazione 
attraverso comune carta da filtro o carta Whatmann 
42: d’altra parte i comuni metodi di precipitazione 
delle proteine o alteravano l’acido folinico o creavano 
condizioni ambientali inadatte allo sviluppo del 
Leuconostoc citrovorum (variazioni del pH, presenza 
di sostanze battericide, ecc.). 

Mediante il filtro Seitz per batteriologia siamo infine 
riusciti ad ottenere un liquido perfettamente limpido; 
gli esperimenti eseguiti aggiungendo al siero una quan- 
tita nota di acido folinico ci hanno dimostrato che 
esso non viene minimamente alterato da questo trat- 
tamento. 

La diluizione ottimale siero-estratto acquoso di 
pancreas é quella di 1:50. Infatti con diluizioni infe- 
riori (1:10 ed 1:25) abbiamo ottenuto dei valori 
serici di acido folinico molto minori; diluizioni mag- 
giori si sono invece mostrate incapaci di aumentare 
ulteriormente i valori. 
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E noto che il Leuconostoc citrovorum pud svilupparsi 
anche-in assenza di acido folinico, purché nel mezzo 
culturale siano presenti piccole quantita di timidina (13). 

Abbiamo quindi ritenuto opportuno §assicurarci 
che le basi pirimidiniche contenute nel siero dopo 
il trattamento con la coniugasi non raggiungessero 
valori tali da invalidare i nostri dosaggi. 

Ci siamo serviti a questo proposito del Lactobacillus 
Leichmannii 313 ATCC 7830, il quale, in assenza di 
vitamina B49, secondo quanto affermato da Kitay 
(16) e da noi confermato, richiede per uno sviluppo 
minimo la presenza di 0,1-0,5 y di timidina in 10 cc 
di mezzo di cultura. Pit precisamente 0,1-0,5 y di 
timidina costituiscono la quantita minima di timidina 
capace di interferire nei dosaggi della vitamina By, 
eseguiti col Lactobacillus Leichmannii. 

Il siero secondo la metodica gia esposta veniva trat- 
tato per 24 ore con l’estratto acquoso di pancreas, 
sterilizzato e filtrato. ; 

Onde distruggere la vitamina Bj, 10 cc del liquido 
ottenuto venivano portati a 100° per 30 minuti in 
presenza di una uguale quantita di NaOH 0,4 N. 
Questo trattamento non altera la timidina, molto 
resistente sia agli acidi che agli alcali (17). 

Il pH finale veniva poi riportato a 7 per aggiunta 
di qualche goccia di HCl 2 N. Le provette contenenti 
il terreno di cultura venivano allestite aggiungendo 
ana parti del liquido cosi ottenuto; la diluizione finale 
del siero era cosi uguale alla minore di quelle usate per 
i dosaggi dell’acido folinico con Leuconostoc citrovorum. 

Lo sviluppo del Lactobacillus Leichmannii in dette 
provette, paragonato allo sviluppo determinato da 
gamma 0,5 di timidina, si dimostrava nettamente 
inferiore ed in pitt pressoché identico a quello otte- 
nuto aggiungendo al mezzo di cultura il solo estratto 
acquoso di pancreas in quantita uguali e previa distru- 
zione della vitamina Byp. 

D’altra parte, in esperimenti preliminari era risul- 
tato che le quantita minime di timidina utili per lo 
sviluppo del Leuconostoc citrovorum erano di almeno 
0,§ gamma per 10 cc di mezzo culturale: la minore 
sensibilita del Leuconostoc citroverum verso la timidina 
ci poneva cioé al riparo dell’eventualita di una inter- 
ferenza di detta sostanza nei dosaggi dell’acido folinico. 

Ci pare che il metodo sopra descritto sia utile per 
un dosaggio sufficientemente esatto della timidina nel 
siero: infatti in una serie di culture contenenti dosi 
crescenti della sostanza lo sviluppo del germe si é 
dimostrato proporzionalmente crescente. 


RISULTATI 


Acido folinico libero. 


I saggi eseguiti sul siero non hanno permesso 
di evidenziare acido folinico libero. Conside- 
rando la sensibilita della nostra metodica, si pudé 
concludere o che nel siero umano normale 
non é contenuto acido folinico libero o che 
essO, se presente, non raggiunge i 0,6 my per cc. 


Acido folinico coniugato. 


Il trattamento preliminare del siero con un 
estratto acquoso di pancreas ha permesso invece 
il riscontro di acido folinico. Cid significa che 
gli enzimi ivi contenuti, probabilmente trasfor- 
mando la forma coniugata dell’acido folinico 
in forma libera, rendono possibile il dosaggio 
microbiologico della vitamina. 

Abbiamo applicato questa metodica ai sieri 
di un gruppo di soggetti in buone condizioni 
generali di salute e senza precedenti morbosi 
importanti. Il gruppo comprendeva 40 indi- 
vidui ripartiti in 18 uomini e 22 donne. I valori 
in my vengono riportati nella tabella. 


Acido folinico coniugato (my cc di siero) 


Uomini Donne 
Casi N. my Casi N. my 
I 40 I 40,4 
2 30 2 17,6 
3 22 3 12 
4 24 4 18 
5 3L5 5 6 
6 33 6 8 
7 12 7 8 
s 16 8 36 
9 I2 9 33 
10 36 10 20 
II 12 II 20 
12 12 12 32 
13 24 13 18 
14 30 14 32 
40 15 50 
16 25 16 30 
17 20 i7 
18 12 18 18 
19 30 
20 45 
21 6 
22 36 
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Detti valori sono compresi tra 6 e€ 45 my 
e pill precisamente tra 12 e 40 my per gli 
uomini e tra 6 e 45 my per le donne. Il valore 
medio é risultato pressoché uguale nei due 
sessi e cioé di 23 my per gli uomini ¢ 23,7 my 
per le donne, con una deviazione standard di 
9,6 e di 13,1 rispettivamente. 


Timidina. 


I dosaggi eseguiti mediante il Lactobacillus 
Leichmannii, di cui abbiamo estesamente riferito 
nella metodica, ci hanno dimostrato che la 
timidina non raggiunge nel siero valori suffi- 
cienti ad interferire nei dosaggi di acido folinico. 

Infatti nel filtrato finale era presente una 
quantita di timidina nettamente inferiore al 
limite massimo di sensibilita del Leuconostoc 
citrovorum (-" 0,5 per 10 cc); inoltre le piccole 
quantita da noi riscontrate erano da attribuirsi 
pressoché totalmente alla polvere di pancreas 
usata per liberare l’acido folinico dai gruppi 
glutamici in eccesso. 


RIASSUNTO 


Sul siero di soggetti normali é stato eseguito il 
dosaggio dell’acido folinico mediante una metodica 
microbiologica che viene dettagliatamente esposta. 
Nei soggetti normali non é stato possibile evidenziare 
acido folinico libero: solo usando un sistema enzi- 
matico atto a scindere l’acido folinico dai gruppi 
glutamici in eccesso é stato possibile riscontrare la 
presenza della sostanza nel siero. Le determinazioni 
eseguite sul siero di 40 soggetti clinicamente nor- 
mali hanno permesso di rilevare un livello di acido 
folinico compreso tra 6 e 45 my/cc e pill precisa- 
mente tra 12 e 40 my per gli uomini e tra 6 e 45 my 
per le donne. I] valore medio, pressoché uguale nei 
due sessi, ¢ risultato di 24 my per gli uomini e 23,7 per 
le donne; la deviazione standard di 9,6 e di 13,1 rispet- 
tivamente. I saggi eseguiti onde accertare la presenza 
di timidina nel siero hanno dimostrato che questa 
sostanza non si trova in quantita tali da interferire sui 
dosaggi dell’acido folinico. 


RESUME 


Etude sur la quantité d’acide folinique dans le sérum 
humain. 


Le dosage de Il’acide folinique dans le sérum de 
sujets normaux a été effectué par une méthode micro- 
biologique exposée avec détails. Il n’a pas été possible 
de prouver la présence d’acide folinique libre chez 
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les sujets normaux: il a été possible de constater la 
présence de la substance dans le sérum seulement en 
employant un systéme enzymatique capable de scinder 
acide folinique des groupes glutamiques en excés. 
Les déterminations effectuées sur le sérum de 40 
sujets cliniquement normaux ont permis de relever 
un niveau d’acide folinique compris entre 6 et 45m y/cc 
et plus exactement entre 12 et 40 my chez les hommes 
et entre 6 et 45 my chez les femmes. La valeur moyen- 
ne, presque égale chez les deux sexes, est apparue de 
24 my pour les hommes et de 23,7 my pour les fem- 
mes; la déviation standard est respectivement de 9,6 
et de 13,1. Les essais effectués pour s’assurer de la 
présence de la thymidine dans le sérum ont démontré 
que cette substance ne se trouve pas en quantité au 
point d’influer sur les dosages de l’acide folinique. 


SUMMARY 


Study on the folinic acid content of human serum 


The folinic acid in the serum of normal subjects 
has been determined by means of a microbiological 
method fully described in the present article. Free 
folinic acid could not be yeaa | in normal subjects, 
and it was possible to determine this substance in 
the serum only on using an enzymatic system capable 
of splitting folinic acid from the excess glutamic 
groups. The determinations tenet on the serum 
of 40 clinically normal subjects have revealed a 
folinic acid concentration of 6 to 45 m y/cc and, more 
precisely, from 12 to 40 my in men and 6 to 45 my 
in women. The average value, which was almost 
identical for both sexes, was 24 7 for men and 23.7 
for women; the standard deviation was 9.6 and 13.1 
respectively. The tests to ascertain the presence of 
thymidine in the serum have revealed that this sub- 
stance does not occur in quantities such as to interfere 
with the folinic acid assay. 


ZUSAMMENFASSUNG 


Untersuchungen iiber den Folsdéuregehalt des menschlichen 
Serums. 


Mittels einer ausfiihrlich beschriebenen mikro- 
biologischen Methode wurde der Folsduregehalt im 
Serum normaler Versuchspersonen bestimmt. Bei 
diesen konnte freie Folsaure nicht festgestellt werden. 
Nur unter Heranziehung eines Fermentsystems, das 
Folsdure von iiberschiissigen Glutaminsauregruppen 
abzutrennen vermag, war es méglich das Vorhanden- 
sein von Folsdure im Serum nachzuweisen. Die an 
40 klinisch Gesunden durchgefiihrten Bestimmungen 
ergaben Folsaurespiegel zwischen 6 und 45 my/ccm, 
und zwar, genauer gesagt, zwischen 12 und 40 my 
bei Mannern und zwischen 6 und 45 my bei Frauen. 
Der fiir beide Geschlechter fast gleiche Mittelwert 
betrug bei Mannern 24 my und bei Frauen 23,7 my; 
die Standardabweichung betrug 9,6 bzw. 13,1. Durch 


— 


A 


Proben zum Nachweis von Thymidin wurde ermit- 
telt, dass diese Substanz nicht in Mengen vorhanden 
war, die die Folsiurebestimmungen hitten beeintrich- 
tigen k6nnen. 


RESUMEN 


Estudio sobre el contenido de dcido folinico en el suero 
humano. 


En el suero de sujetos normales se efectud la dosi- 
ficacion del acido folinico mediante un método mi- 
crobiolégico que se expone con todo detalle. En los 
sujetos normales no ha sido posible evidenciar acido 
folinico libre: sdlo usando un sistema enzimatico 
capaz de escindir el Acido folinico de los grupos 
glutamicos en exceso, ha sido posible comprobar 
de cierto la presencia de la substancia en el suero. 
Las determinaciones llevadas a cabo en el suero de 
40 sujetos clinicamente normales han permitido notar 
un nivel de acido folinico comprendido entre 6 y 
45 my/cc y, mas exactamente, entre 12 y 40 m en 
los hombres y entre 6 y 45 my en las mujeres. El 
valor medio, casi igual en los dos sexos result6 de 
24 my para los hombres y de 23,7 my para las mujeres; 
la desviacién standard de 9,6 y de 13,1, respectiva- 
mente. Los ensayos efectuados con el fin de establecer 
la presencia de timidina en el suero han demostrado 
que esta substancia no se encuentra en cantidad tal 
que interfiera sobre las dosificaciones del acido foli- 
nico. 
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DIVISIONE MEDICA DELL’OSPEDALE PROVINCIALE “A. DI SUMMA”, BRINDISI 
(Primario: Prof. P. Marrazza) 


L’azione fibrinolitica dell’acido nicotinico 


P, MARRAZZA - S. LUCA 


L’azione farmacologica dell’acido nicotinico 
consistente in una vasodilatazione attiva, con 
aumento della velocita di circolo, ed in un 
incremento dei processi ossidativi é il fonda- 
mento dell’efficace attivita terapeutica di esso 
nelle varie forme di vasculopatie (1, 2). 

E .:quisito, d’altra parte, che le vasculo- 
patie di diversa etiologia, con o senza segni 
clinici di trombosi, hanno in comune uno stato 
di ipercoagulabilita ematica risultante di un 
contemporaneo eccesso od iperattivita dei 
fattori coagulanti, e difetto o ipoattivita dei 
fattori anticoagulanti (Sposito, Giannico, Mar- 
tazza, De Takats, Hagedorn, Barker, Mar- 
mont, Palmieri: citati in 3). 

Quanto sopra esposto giustificava porsi il 
quesito se Pefhicacia terapeutica dell'acido nico- 
tinico nelle vasculopatie fosse dovuta anche 
ad eventuali interferenze di questo farmaco 
nelle varie fasi dell’emocoagulazione. 

I dati finora acquisiti circa l’influenza eser- 
citata dall’acido nicotinico sui fattori della 
emocoagulazione riguardano essenzialmente la 
normalizzazione del deficit di essi che tale far- 
maco determina nelle epatopatie, specie acute 
(4, 5, 6, 7). 

Ci é sembrata quindi opportuna l’indagine 
esauriente dell’attivita dei vari fattori ‘ella 
emocoagulazione negli individui affetti da 
vasculopatie, prima e dopo la somministra- 
zione di acido nicotinico. 

Il nostro studio riguarda 20 pazienti, 13 
maschi e 7 femmine, ricoverati in Ospedale 
- arteriopatie sclerotiche con fenomeni trom- 

Otici, specie nel distretto cerebrale. 

In essi sono stati determinati il tempo di 
Howell con la tecnica usuale (valori normali 
90-120); l’attivita protrombinica con il me- 


todo ad un tempo di Quick (espressa come 
valore percentuale rispetto al normale); la 
protrombina residua con il metodo di Quick 
e Favre-Gilly (espressa come valore percen- 
tuale di protrombina serica rispetto a quella 
plasmatica: valori normali 20%); lattivita 
antitrombinica mediante il tempo di trom- 
bina; la fibrinolisi ematica. 

L’interpolazione fra tempi di protrombina 
e attivita stata attuata me- 


diante la formula: 


sostituendo a T il tempo di protrombina in 
minuti secondi del plasma controllo ¢ a t 
quello del plasma in esame. 

Servendosi della stessa formula e sostituendo 
a T il tempo di protrombina del plasma in 
minuti secondi e a t il tempo di protrombina 
del siero in minuti pis si ha il valore 
percentuale della protrombina serica rispetto 
a quella plasmatica. 

Con tale metodica i valori normali di pro- 
trombina residua sono in media il 20% della 
plasmatica. 

Per quanto riguarda la fibrinolisi si é prele- 
vato il sangue usando come anticoagulante una 
soluzione di ossalato di sodio 0,1 M in propor- 
zione di 1:10. Il plasma separato mediante 
centrifugazione era trasferito in una serie di 
provette sterili nella quantita di cc 0,5 per 
ognuna e quindi ricalcificato con cc 1 di 
soluzione di CaCl, 0,25 M; le provette erano 
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conservate in termostato a 37° C. L’apprezza- 
mento dei risultati é stato effettuato seguendo 
macroscopicamente la riduzione del volume e 
la dissoluzione del coagulo (8). Contempora- 
neamente alla fibrinolisi @ stato dosato il fi- 
brinogeno ematico; tale dosaggio é stato ese- 
guito con il metodo di Campbell e Dell’Hanna. 
Il valore medio normale oscilla intorno ai 
4 °/oo- 

Il tempo di coagulazione, il rapporto pla- 
sma-globuli, le prove emogeniche, la conta 
dei globuli rossi e bianchi e delle piastrine, la 
retrazione del coagulo sono stati eseguiti con i 
soliti_ metodi. 

Ai pazienti in esame é stato somministrato 
acido nicotinico alla dose di mg 100 ogni sei 
ore per via intramuscolare. Le prove suddette 
sono state ripetute dopo sette e dopo quindici 
giorni dall’inizio del trattamento. 


DISCUSSIONE E CONCLUSIONE 


L’esame dei risultati esposti nella tabella 
dimostra che, mentre a carico degli altri fat- 
tori dell’emocoagulazione I’acido nicotinico 
non provoca alcuna significativa variazione 


(se si eccettua un aumento dell’attivita pro- 
trombinica appena significativo dopo 15 gior- 
ni), esso determina invece, in quasi tutti i 
pazienti, un’accelerazione della dissoluzione 
del coagulo, che avviene in media in 3-4 
giorni, invece che in 6 giorni, come di norma. 
Questo risultato, importante per la sua co- 
stanza e per la sua alta significativita statistica 
(P < 0,001), dimostra che l’acido nicotinico 
esplica una notevole attivita fibrinolitica. 

La metodica da noi usata non ci consente di 
precisare se l’attivita fibrinolitica dell’acido ni- 
cotinico, da altri peraltro considerata inco- 
stante e modesta d, sia dovuta ad una esal- 
tazioné dei fattori favorenti o ad una depres- 
sione di quelli inibenti la fibrinolisi (7, 10, 11). 

L’acido nicotinico per la sua attivita fibrino- 
litica € quindi particolarmente indicato nella 
terapia degli accidenti trombotici che insorgono 
nel decorso. delle vasculopatie. Tale attivita, 
insieme all’azione favorente l’instaurarsi di un 
efficace circolo collaterale, ci da la spiegazione 
della sua efficacia terapeutica, e ce ne consiglia 
l’uso precoce allorché si manifestino i segni di 
un disturbo circolatorio periferico da trombosi 
vascolare. 


Variazioni della emocoagulazione in 20 pazienti affetti da arteriopatie sclerotiche 
con fenomeni trombotici e trattati con acido nicotinico. 


Valori osservati (media + errore standard) 


prima del trattamento | dopo 7 giorni dopo 15 giorni 
Tempo di caogulazione minuti 8,2 7:7+0,2 7,8+0,2 
Tempo di Howell..... secondi 131,§ + 4,3 127,1+ 2,9 125,3 2,5 
Attivita protrombinica. . °% del normale 86,1+1,9 84,4+ 2,8 91,8+1,5 (*) 
Protrombina residua .. . % della protrombina 11,0+1,I | 11,41+0,8 11,§+1,0 
plasmatica 
Tempo di antitrombina secondi 93,2+2,9 87,0 + 2,3 88,9+ 1,8 
Fibrinogenemia........ mg/ 100 cc 397.3 339.9 + 2,5 403,4+2,4 
Tempo di fibrinolisi . . . giorni 6,0+0,1 4,1 40,3 (**) 3,2 + 0,2 (**) 


Significativita delle differenze rispetto ai valori osservati prima del trattamento: (*) P < 0,05; (**) P < 0,001. 
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RIASSUNTO 


Il trattamento con acido nicotinico dei pazienti 
affetti da arteriopatie, in genere sclerotiche, con o 
senza trombosi, determina costantemeste un’iperat- 
tivita della fibrinolisi ematica. 


RESUME 
L’action fibrinolytique de Vacide nicotinique. 

Le traitement par l’acide nicotinique des patients 
affectés d’artériopathies, scléreuses en général, avec 
ou sans thrombose, détermine constamment une 
hyperactivité de la fibrinolyse hématique. 


SUMMARY 
The fibrinolytic action of nicotinic acid. 


Nicotinic acid treatment of patients suffering from 
arteriopathy, mainly of sclerotic type, and with or 
without thrombosis, always causes hyperactivity 
of the hematic fibrinolysis. 


ZUSAMMENFASSUNG 
Die fibrinolytische Wirkung der Nicotinsaiire. 


Bei Patienten mit (meist sklerotischen) Arterien- 
erkrankungen mit oder ohne Thrombosen fiihrt die 


Behandlung mit Nicotinsiure regelmissing zu einer 
Steigerung der fibrinolytischen Aktivitat des Blutes. 


RESUMEN 
La accion fibrinolitica del dcido nicotinico. 


El tratamiento con Acido nicotinico en pacientes 
afectos de arteriopatias, en general esclerosas, con o 
sin trombosis, determina constantemente una hiperac- 
tividad de la fibrindlisis hemiatica. 


BIBLIOGRAFIA 


(1) Conpore.t L. - Minerva med. (Torino), 1941, 2, 
31. — (2) FrRANcAvicuiA A. e Turcuetti A. - Folia 
cardiol. (Milano), 1941, pag. 345. — (3) MARRAzza P. - 
Pat. sper., 1953, 41, 345. — (4) Sposrro M. e GIANNICO 
O. - Rif. med., 1949, 26, 606. — (5) STEFANINI M. e 
Petritto E. - Progr. med. (Napoli), 1947, 3, 1. - 
(6) CaLper G. e Kerby C. - Ammer. J. med. Sci., 1940, 
200, 590. —- (7) KapLan M. H. - Proc. soc. exp. Biol. 
(N. Y.), 1944, 40, 57. — (8) MARRAZZA P., SeRAFINI U. 
e Mené G. - Policlinico, sez. prat., 1954, 61, 133. - 
(9) MENEGHINI P. - Afti del II° Simposio sui problemi 
della coagulazione. Ed. Roche, 1956. — (10) CHRISTENSEN 
L. R. - J. gen. Physiol., 1945, 28, 363. — (11) Curi- 
STENSEN L. R. e MAcLeop C. M. - J. gen. Physiol., 
1945, 28, 559. 


209 


) 
a 
i 
i 
I. 


¢ 
¢ 
I 
F 
i 
il 
t 
I 
q 
z 
P 
st 
st 
d 
d 
re 
Is 
t 
st 
a 
d 
I 
k 
b 
P 


LABORATORIO DELLA DIREZIONE CENTRALE MEDICA DELLA LEPETIT S.p.A., MILANO 
(Direttore: Prof. F. M. Chiancone) 


Considerazioni patogenetiche sulla megaloblastosi 
da anticonvulsivanti in rapporto all’acido folico 
ed ai nucleotidi pirimidinici 


G. PASQUARIELLO 


In diverse pubblicazioni sugli effetti tossici 
dei derivati idantoinici (1, 2, 3) ed in quelle, 
numerose, concernenti pit particolarmente le 
discrasie ematiche osservate con l’uso di queste 
sostanze, dalla semplice diminuzione di ele- 
menti figurati a forme gravi di anemie apla- 
stiche e di agranulocitosi (4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 
II, 12, 13, 14, 15, 16), non si é fatto cenno 
per lungo tempo alla possibile insorgenza di 
una forma anemica a carattere megaloblastico, 
imputabile all’uso protratto di idantoinici. 

La prima segnalazione di questa possibilita, 
infatti, comparve soltanto nel 1954, quale ipo- 
tesi formulata da Badenoch (17), dopo oltre 
1 anni dacché aveva avuto inizio l’impiego 
clinico dei derivati idantoinici. 

Tale forma di anemia megaloblastica — in- 
quadrata tra le anemie farmacologiche da inibi- 
zione tossica dell’emopoiesi midollare — com- 
pare attualmente annoverata, nella trattati- 
stica ematologica, tra le anemie megalobla- 
stiche che (come quelle dipendenti da gravi 
deficienze nutrizionali, l’anemia megaloblastica 
da gravidanza, altre forme rare quali |’anemia 
refrattaria di Davidson, l’achrestic anemia di 
Israel e Wilkinson, ecc.) poco od affatto risen- 
tono della terapia con vitamina By». 

L’incidenza statistica di queste anemic ri- 
sulta piuttosto bassa: Ryan e Forshaw (18), 
ad esempio, riportano che soltanto nel 3,4% 
dei 58 casi ricoverati nel Wilson Hospital dal 
1950 al 1954 per anemia megaloblastica l'ezio- 
ogia poteva essere riportata con buona proba- 
bilita all’uso di anticonvulsivanti, e che d’altra 
parte in nessuno dei 102 epilettici trattati con 


idantoinici nel Rainhill Mental Hospital nel 
quadriennio 1951-1954 stato lamentato l’in- 
staurarsi di un’anemia megaloblastica; Hawkins 
e Meynell (19) hanno constatato l’instaurarsi di 
anemia megaloblastica in 8 su 170 casi (4,8 %) 
di epilessia curata per circa due anni con anti- 
convulsivanti; Albahary e Coll. (20) in 9 su 
50 epilettici trattati con anticonvulsivanti hanno 
riscontrato un’eccessiva reazione eritroblastica 
midollare ed in uno di essi una trasformazione 
megaloblastica. 

Complessivamente, dal 1954 ad oggi, sono 
stati riscontrati 50 casi clinici (17, 18, 19, 20, 
21 - $1), da noi riassunti nel quadro sinottico 
alle pagine 217, 218, 219, 220, dal quale si 
rileva che: 39 soggetti avevano ricevuto un 
derivato idantoinico (in 3 casi da solo, nei 
rimanenti associato ad altri anticonvulsivanti) ; 
17 erano stati curati con primidone (in 6 casi 
da solo, in 11 casi associato ad altri antiepilet- 
tici); soltanto in 4 casi un preparato barbitu- 
rico era stato somministrato non in associa- 
zione con idantoinici o primidone; il tratta- 
mento anticonvulsivante era stato condotto 
pet un periodo compreso fra i due mesi e gli 
8-9 anni, e solo in pochi casi era stato protratto 
per un tempo maggiore. 


Un riesame generale di questa letteratura ci 
ha offerto lo spunto per considerare i possibili 
addentellati che la patogenesi di questa forma 
morbosa induce a riconoscere fra azioneé tossica 
dei farmaci anticonvulsivanti ed alcune sostanze 
strettamente correlate alla sintesi degli acidi 
nucleici. 
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Le analogie strutturali, infatti, fra detti far- 
maci ed alcuni precursori degli acidi nucleici, 
nonché I’antagonismo competitivo che da tali 
analogie pué verosimilmente derivare, trascen- 
dendo un interesse strettamente tossicologico, 
possono suggerire elementi utili allo studio delle 
interferenze esercitate sull’emopoiesi midollare 
da alcuni di tali precursori, come dall’acido 
orotico, ad esempio, tra quelli pirimidinici. 

La patogenesi dell’anemia megaloblastica da 
antiepilettici, infatti, ¢ problema non ancora 
chiarito e del quale diversi punti rimangono 
tuttora aperti a nuove interpretazioni biochi- 
miche e ad interessanti prospettive di ricerca. 

Il rapporto di causa ed effetto fra anticonvul- 
sivanti e comparsa di anemia megaloblastica é 
stato in diversi casi comprovato dalla spontanea 
regressione della forma anemica dopo la so- 
spensione del trattamento anticonvulsivante (1, 
19, 34). Fin dall’inizio si é ritenuto, in base al 
criterio ex juvantibus, che Vanemia dovesse 
imputarsi ad un’interferenza degli anticonvul- 
sivanti sull’attivita eritropoietica dell’acido fo- 
lico: la risposta terapeutica ai fattori antiane- 
mici, infatti, é risultata molto differente per la 
vitamina B,, e per l’acido folico. Dei 35 casi 
nei quali é stata inizialmente praticata la cura 
con vitamina Bs, in 13 non é stato osservato 
nessun beneficio, in 12 il risultato é stato me- 
diocre e comunque tale da indurre alla sosti- 
tuzione di questa vitamina con I’acido folico; 
nei rimanenti 10 casi, infine, l’esito é stato 
soddisfacente, per quanto la somministrazione 
contemporanea di acido folico in 2 di essi 
ed in altri 7 la sospensione dell’anticonvulsi- 
vante rendono molto dubbio il giudizio sulla 
reale efficacia terapeutica della vitamina B,, 
in questi casi. Nei 35 casi, invece, trattati con 
acido folico (20-30 mg pro die) il risultato 
é stato sempre molto soddisfacente ed inoltre, 
in un discreto numero di essi, si é realizzato 
in pazienti nei quali veniva conservato anche 
il trattamento anticonvulsivante. Tale espe- 
rienza terapeutica, poi, attestante una mag- 
giore sensibilita di quest’anemia all’acido folico 
piuttosto che alla vitamina B,,, é anche in 
accordo con i normali livelli serici di questa 
e con il normale assorbimento di vitamina 
B,, radioattiva (oltre che con l’abituale assenza 
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di compromissione neurologica) repertati in 
queste forme di anemia. 

Per spiegare la deficiente attivita dell’acido 
folico pué ammettersi che si realizzi una delle 
seguenti possibilita : 


1) carenza dietetica in acido folico per di- 
minuito apporto o per aumentato fabbisogno; 


2) interferenza sull’utilizzazione dell’acido 
folico, intesa 


a) come lesione biochimica a livello 
di una delle normali trasformazioni necessarie 
a tale utilizzazione; 


b) come alterata formazione di qualche 
sistema enzimatico nel quale I’acido folico 
funziona da coenzima. 


La possibilita di una vera carenza dietetica in 
acido folico risulta poco probabile, almeno in 
un buon numero di casi, in base alle seguenti 
considerazioni: 


1) dalla maggior parte degli AA. non 
viene denunciato un periodo di carenza ali- 
mentare od una situazione defedante atti a 
giustificare un diminuito apporto od un’au- 
mentata richiesta di acido_folico, mentre per 
alcuni casi é anche esplicitamente detto che 
la dieta era da considerare adeguata; 


2) la realizzazione di una megaloblastosi 
da carenza folica é sempre molto difficile, pre- 
supponendo il convergere di diversi fattori: 
ja sperimentale ¢ dimostrato che, oltre 
alla somministrazione di aminopterine, sono 
necessarie una dieta povera di vitamina Bj», 
carenza assoluta in acido folico, la contem- 
poranea somministrazione di un antibatterico 
bloccante la flora intestinale, nonché l'impiego 
di un fattore determinante una reazione mi- 
dollare, come ad esempio un salasso (52); 


3) i risultati relativi ad un’estesa applica- 
zione del test di Girdwood depongono per 
un normale assorbimento di acido folico 
(19, 43). 


La prova di clearance atta a svelare, mediante 
curve ematiche dopo carico di acido folico, 
un eventuale deficit tissulare di questa sostanza, 
é stata effettuata per quanto ci risulta, solo in 
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due casi e con risultati diversi: in un caso tale 
clearance dava valori normali (43), nell’altro 
valori abnormemente elevati (51). 

Non essendoci quindi elementi sufficienti a 
convalidare una vera e propria carenza folica, 
é sembrato lecito supporre un’azione di blocco, 
da parte dei farmaci anticonvulsivanti, sulla 
normale utilizzazione dell’acido folico (19, 
27, 43)- 

Non é stato dimostrato in vitro un antagoni- 
smo diretto fra anticonvulsivanti e acido folico 
quale fattore di crescita di sistemi microbiolo- 
gici, antagonismo dimostrato, invece, oltre che 
per le aminopterine, proprio per alcune strut- 
ture pirimidiniche come la _pirimetamina 
(antimalarico responsabile di alcune anemie 
megaloblastiche) nei riguardi del Lactobacillus 
casei. L’aggiunta di idantoinici, infatti, a si- 
stemi microbiologici nom ha dato luogo ad 
inibizione dell’acido folico (55, 56). 

L’interferenza di queste sostanze su una tappa 
dell’utilizzazione dell’acido folico 
esplicarsi in una fase molto precoce, nel senso 
di una inibizione della coniugasi (fattore M 
di Willis) che trasforma in acido folico libero 
l’acido folico alimentare, ancora legato in 
composti coniugati e non attivabile (20.) Tale 
ipotesi potrebbe rendere conto del fatto che 
Tosi relativamente basse di acido folico libero 
— somministrato perdurando il trattamento 
anticonvulsivante — sono sufficienti a far re- 
gredire l’anemia, al contrario di quanto avviene 
nelle anemie da aminopterina, nelle quali 
viene bloccata una fase pitt avanzata del pro- 
cesso di utilizzazione (trasformazione dell’acido 
folico libero in acido folinico), risultando per- 
tanto priva di effetto la somministrazione di 
acido folico. 

Secondo Girdwood e Lenman (27) I’azione 
di blocco potrebbe imputarsi all’analogia chi- 
mica tra il gruppo pteroidico dell’acido folico 
da una parte e primidone, nucleo idantoinico 
e barbiturico dall’altra. Nella figura 1 ripor- 
tiamo la formula dei farmaci anticonvulsivanti, 
confrontabile con quella del gruppo pteroidico 
dell’acido folico. Tale somiglianza potrebbe 
condizionare una sostituzione competitiva del- 
l’anticonvulsivante all’acido folico od a qualche 
uso derivato, e quindi un’inibizione dell’at- 


tivita catalitica da questi esplicata nella sintesi 
nucleotidica. 

Tale meccanismo potrebbe esplicarsi nella 
fase di trasformazione dell’acido tetraidrofolico 
(THFA) in acido formil-tetraidrofolico (formil- 
-THFA), il che verrebbe suggerito dall’au- 
mentata eliminazione urinaria di acido formi- 
min-glutamico in qualche soggetto anemico 
trattato con anticonvulsivanti (48, 51). Questo 
accumulo é, come noto, indice di un mancato 
trasferimento del gruppo formiminico al 
THFA, come si verifica nei casi di diminuita 
disponibilita o di mancata utilizzazione del- 
lacido folico (55, 57, 58, 59, 60): esso é infatti 
riportabile (oltre che ad un deficit di ricettori 
del gruppo formiminico) alla presenza di an- 
tagonisti dell’acido folico o alla deficienza di 
una FIGLU transferasi (61). E comunque lecito 
supporre che i tests di assorbimento e di escre- 
zione fondati sulla introduzione di 5 mg di 
acido folico non permettono di evidenziare 
—- nel plasma, nei tessuti e nei leucociti — 
eventuali diminuzioni limitate ad un solo 
componente del pool dell’acido folico e che 
poco rilevantemente sulla quota 
escreta. 

Seguendo, d’altra parte, l’ipotesi pid accre- 
ditata per spiegare le inibizioni di attivita 
vitaminiche ad opera di analoghi strutturali 
(62, 63), si & portati ad ammettere che tale 
antagonismo competitivo possa riportarsi al 
fatto che gli analoghi strutturali contendano ad 
un metabolita essenziale l’agganciamento con 
un enzima funzionalmente correlato al meta- 
bolita stesso. Se la concentrazione del primo 
& sufficientemente alta rispetto a quella del 
secondo, questo viene escluso dal sistetna biolo- 
gico: da cid anche la reversibilita di questo 
fenomeno qualora vengano somministrate ade- 
guate quantita del metabolita escluso. Nel caso 
degli anticonvulsivanti, questi potrebbero sosti- 
tuirsi all’acido folico in un sistema enzimatico 
implicato nella sintesi degli acidi nucleici e 
pit particolarmente nella chiusura degli anelli 
purinici e pirimidinici dei precursori nucleo- 
tidici. 

Il concetto di antagonismo per analogia 
strutturale pud estendersi (64) direttamente ad 
alcuni metaboliti necessari agli organismi supe- 
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GRUPPO PTEROIDICO DELL’ACIDO FOLICO 


H 
CéHs OH 
OH OH 
PRIMIDONE FENITOINA FENOBARBITONE 


Fig. 1 — Raffronto tra la formula del gruppo pteroidico dell’acido folico 
e quella di alcune sostanze anticonvulsivanti. 


riori ¢ tra essi anche ai costituenti dei nucleo- 
proteidi (65), per cui ci sembra piuttosto sugge- 
stivo un accostamento delle strutture anticon- 
vulsivanti a quelle di alcuni precursori degli 
acidi nucleici: pirimidine e purine. La sud- 
detta analogia (figure 1 e 2) é legata al fatto 
che barbiturici e primidone rappresentano 
derivati per ossidazione delle pirimidine, men- 
tre per il nucleo idantoinico potrebbe anche 
prospettarsi un accostamento con il gruppo 
pentagonale imidazolico, condensato all'ane 
pirimidinico nella molecola purinica. La pos- 
sibilita di antagonismo tra un derivato idantoi- 
nico (la carbossi-metilene-idantoina) e una 
struttura pirimidinica (l’acido orotico), d’al- 
tronde, é gia stata considerata da qualche 
tempo in campo nutrizionale (66, 67). 

In base al suddetto accostamento (37, 38, 68) 
ci appare pertanto giustificato supporre che 
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i farmaci anticonvulsivanti interferiscano in 
via competitiva sulla formazione o sull’utiliz- 
zazione delle basi pirimidiniche degli acidi nu- 
cleici, cosi come viene per analogia suggerito 
anche dal fatto che di anemie singghalieticle 
si rende responsabile un altro farmaco a strut- 
tura pirimidinica, la pirimetamina (69). Pos- 
siamo quindi prospettare che i suddetti farmaci 
possano inserirsi nei processi di sintesi degli 
acidi nucleici sia ad un livello nucleosidico sia, 
se seguiamo il pit recente schema dei modelli 
nucleotidici a catena aperta (secondo Greem- 
berg, Buchanam e Mokrashe e Coll.), diret- 
tamente a livello nucleotidico. Cid comporte- 
rebbe la produzione di coenzimi pirimidinici 
spuri, e/o la formazione di molecole nucleo- 
tidiche spurie, o comunque una imperfetta co- 
stituzione degli acidi nucleici. Recentemente 
Koenig (70) ha prospettato questi tre mec- 


canismi per spiegare la neuronopatia speri- 
mentalmente fedoes da un analogo delle 
irimidine e riportabile ad una inadeguata 
Eiosintesi nucleinica a livello dei tessuti emo- 
poietici. 


CONCLUSIONI 


La megaloblastosi midollare che pud soprav- 
venire nel corso di trattamenti protratti con 
alcuni farmaci anticonvulsivanti verosimil- 
mente il risultato di una interferenza di questi 
farmaci sulla utilizzazione dell’acido folico 
(nella fase di attivazione e/o in quella di coniu- 
gazione ad un sistema enzimatico) o diretta- 
mente sulla sintesi dei composti nucleotidici 
(figura 3). Questa interferenza ¢ con buona 
probabilita fondata su un antagonismo com- 
petitivo da analogie strutturali. 

Pur essendo accertato il rapporto tra causa 
ed effetto nei confronti dell’ uso di anticonvulsi- 
vanti con la insorgenza di alcune anemie mega- 
loblastiche, bisogna convenire che nella genesi 
di queste il trattamento antiepilettico giochi il 
tt di un fattore condizionante, ma che altri 
fattori pit sporadici e di natura nutrizionale 
rappresentino importanti concause atte a sca- 
tenare il quadro morboso. Questi si realizzano 
a volte come inadeguati regimi dietetici (27, 


34, 35, 37+ 42, 44); altre volte come particolari 
situazioni defedanti, quali sepsi (35), metror- 
ragie (24), gravidanza (44), ecc. 

In tal senso vanno particolarmente valoriz- 
zati alcuni reperti di macrocitosi riscontrati 
da Hawkins e Meynell (19) nel corso di tratta- 
mento antiepilettico ¢ interpretabili come un 
primo e pit larvato stadio di insufficiente 
sintesi nucleotidica: il sovrapporsi di uno 
stato carenziale, imputabile a fattori alimentari 
od a sopraggiunte situazioni patologiche, pud 
quindi, oltre che interferire specificamente 
sulla disponibilita di acido folico, determinare 
od aggravare un deficit generico di substrati 
proteici. 

I suddetti reperti suggeriscono inoltre che 
nel determinismo del distubro ematologico 
non debbano escludersi particolari fattori pre- 
disponenti, non ancora identificati e da ricer- 
care, con una certa verosimiglianza, in qualche 
preesistente lesione biochimica, forse non 
estranea alla alterazione metabolica che, a li- 
vello corticale, condiziona l’insorgenza stessa 
della sindrome epilettica. 

Nel risolvere prontamente la megaloblastosi 
l’acido folico opera, piuttosto che un compenso 
ad una sua WS ao il ripristino della sua 
normale attivita, esclusa da un meccanismo 
competitivo, od anche una stimolazione ed 
un potenziamento delle sintesi nucleotidiche, 


HN ——— CO HN —— CO HN —— CO HN —— GO 

OC CH OC C -CH3 OC HoC 

HN —— C-CO0OH HN —— CH HN —— CO 
AC. OROTICO TIMINA 
Ac. uracil-4- 2-6 diossi-5- PRIMIDONE 


Fig. 2 - Raffronto tra formule di struttura di alcune basi pirimidiniche 


con quelle di composti anticonvulsivanti. 
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Fig. 3 — RIEPILOGO DEI POSSIBILI MECCANISMI PATOGENETICI DELLA ANEMIA MEGALOBLASTICA DA FARMACI 
ANTICONVULSIVANTI (in rapporto al metabolismo dell’acido folico e dei nucleotidi pirimidinici). 


A) Inibizione della coniugasi e mancata trasformazione dell’acido folico alimentare in acido folico libero attivabile; B) mancato 
trasferimento del gruppo formilico e mancata attivazione dell’acido folico libero; C) alterata formazione dei sistemi enzimatici nei 
quali l’acido folico, da coenzima, interviene nella sintesi nucleosidica e nucleotidica; D) sostituzione degli anticonvulsivanti alle 
normali strutture pirimidiniche e formazione di composti nucleotidici spuri. 


direttamente rese inadeguate od imperfette da 
un’analoga interferenza competitiva da parte 
degli anticonvulsivanti. 

Tuttavia le incertezze tuttora esistenti nella 
interpretazione biochimica di queste anemie ¢ 
gli addentellati che la loro patogenesi dimostra 
con il metabolismo folico e con quello nucleo- 
tidico suggeriscono diversi spunti per ulteriori 
ricerche, espletabili nei soggetti trattati con far- 
maci anticonvulsivanti, cosi come, ad esempio: 


1) la clearance dell’acido folico; 


) il wh Lg tra clearance dell’acido folico 
ed eventuale rilievo di macrocitosi; 
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3) eliminazione urinaria dell’acido formi- 
min-glutamico; 


4) la clearance delle strutture pirimidiniche 
(test dell’uracile secondo Caren e Corbo, 71); 


5) il comportamento dei suddetti tests in 
seguito a somministrazione di sostanze a strut- 
tura pirimidinica (es. acido orotico). 


Tali studi, oltre che fornire indicazioni per 
un intervento preventivo nei numerosissimi 
casi di trattamento antiepilettico, PoOssono sug- 
gerire qualche elemento sul ruolo di alcuni pre- 
cursori pirimidinici nei processi emopoietici. 


| 


Quadro sinottico dei casi di anemia megaloblastica riferita all’uso di farmaci anticonvulsivanti 


(riportati in letteratura dal 1954 al 1960). 


TRATTAMENTO | 


Dati 
| ANTICONVULSIVANTE ematologici 
- - RISPOSTA ALLA 
AUTORI 2 Sa is 
81 2)8 | | | ga 
| £ Vitamina B,> Acido folico 
2° + + _ efficace 
| 
Hawkins e Meynell ..... + I3amni | 1,200 35) nessun aumento in 48 ore: eritrociti 
| | saltuar. degli eritrociti, 2.900.000, _reticolociti 
lieve aumento 37%, normalizzazione 
| reticolociti14%  ematologica entro il 
§° giorno 
Chalmers ¢ Boheimer ... | I + + 5 mesi _ _ 
+ + 2 mesi| 2,000 , 38 nessuna dopo | normalizzazione ema- 
} } unica dose (100 | tologica entro la 6*set- 
| y ¢.m.) timana 
| 
Rhind e¢ Varadi......... tr | + a 9 mesi, 1,250 26 dopo 10 giorni dopo 6 giorni reticolo- 
| (100 y pro die) | citi 37%; in I mese 
| modesta reazio- normalizzazione ema- 
| ne reticolociti tologica e midollare 
| 
+ oltre 23 dopo 3 giorni 
4 anni lieve crisi retico- 
| locitaria 
+ + 2 anni! 1,600 | 33 reticolociti 25% al 5° 
giorno 
2° + + 2 anni 2,400 48 _ buona 
Ryan e Forshaw ........ 1° + + § anni| 0,770 | 33 | aumento dei re- _ 
ticolociti 11%; 
progressivo mi- 
glioramento (7 
settimane) 
+ | 8 anni; 1,090 23 buona (in 1 settimana: 
reticolociti 29%; Hb 
71%) 
3° + + I4mesi | 1,820 42 | normalizzazione in soli 2 giorni dopo 


somministrazione associata di vitamina 
B,2 e di acido folico 


segue a pagina successiva 


217 


segue da pagina precedente 


AUTORI 


Berlyne e Coll. ........ 


Girdwood 


Girdwood e Lenman .... 


Christenson e Coll. .... 


| 


casi 


1° 


2° 


1° 


2° 


2° 


TRATTAMENTO 


ANTICONVULSIVANTE 
g g 
5 
+ 
+ + i + 

| 

| > | 

+ | + 
| | | 

| Tuinal | 

|(amital-+ | 

| seconal) | 

| 
+ 
+ 


+ | + 

| 

| | | 

| 

| | 
| + 
+ | + | 
+ | 
| | 
+ | + 


durata 
trattamento | 
| 


Dati 
ematologici 

= 
2 | 
| 

| 

2,660 | 23 

| 

| | 

1,200 | 22 | 
| 

1,300 26 | 

0,700 | 23 | 

1,240 | 34 | 

1,200 | 20 

55 

1,670 | 25 


RISPOSTA ALLA 
TERAPIA ANTIANEMICA 


inefficace dopo 
diverse settimane 


modesta retico- 
locitosi (4,5 %) 


buona (reticolociti 
35%). In 2 mesi nor- 
malizzazione midollare 


| 


dopo 
| 


| 
| 


crisi reticolocitaris| 
giorno; 
: GR. 

4.640.000; Hb 98% 


segue a pagina successiva 


se 
Vitamina B,2 | Acido folico 
.| | 18 mesi inefficace dopo 6 | buona 
giorni | 
| 4 anni | 
3 mesi inefficace dopo 3 | crisi_reticolocitaria al 
giorni |4° giorno 
| | 
| 6 mesi- inefficacedopos | buona 
giorni 
| | | | | 
mesi inefficace dopo 3 
| | | 
‘unica 
| | | 
Fuld e Moorhouse ......| 1° | 4 mesi | 
| mezzo milioni, 
| } | | 2 me tologica in 2 mesi 
| | | | | | 
Hurwitz | I anni | discreta 
| 
| | 
Volterra e Romualdi..... | I | anni 
| | | 
| | | 
| 
| 
| | | 
| 2 discreta 
| | dliscreta 
| | | 
i | discreta discreta 
| | | 
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segue da pagina precedente 
ANTICONVULS: ematologici | 
| g TERAPIA ANTIANEMICA 
AUTORI g | g | | | 
| | Vitamina By, | Acido folico 
| | } 
Newman e Sumner ..... + + | | 9 anni 44 | normalizzazione anche 
| midollare entro il 22° 
| giomo 
al + + | + |2 amni| 2,000 | e = 
2° + + | | ro anni| 1,580 | 35 | a a 
+ + | + ,3 amo discreta (retico- = 
| lociti 13.5%) al 
| | | | 7° giorno 
Bucher ¢ Manyold....... |6 anni} 1,600 | 40 | buona entro 25 | somministrato per la 
ad } } jorni (retico- | cura di mantenimento | 
} iti 20%) 
re + + 7 mesi 
| 
Stokes e Fortune ........ I | + + | | _- normalizzazione ema- 
a- | tomidollare in pochi 
| giorni 
| | | 
| Hartmann e Flexner ..... ae + | + | | 2 anni _ buona 
| + | + | | | 
Hawkins ¢ Meynell ..... in 5 soddisfacen- | necessaria in 2 pazienti, | 
te; in 2 ineffi- | con esito buono 
| cace 
| | | 
| | | 
| + | pochi | - | la forma viene risolta | 
|anni(non con trasfusioni ¢ pred- | 
| precisati) 
| + 4 mesi 0,700 18 _- | in una ricaduta Pacido | 
ia | | | poi | folico rinormalizza 
| | 7] | quadri ematico e mi- 
| dottare 
Chanarin e Coll. ........ 2 0,600 | crisi reticolocitaria 
| (49%) in giornata 
| | 
| Calvert e Coll. ......... | 8 anni} 0,730 | associata all’aci- | normalizzazione midol- 
do folico per 2 | lare entra il’ 14° giorno 
giorni 
} Montgomery e Craig I + + | I anno | buona _ 
| | | 
| | Linke e Herberg......... I - ~ + I anno 1,690 | 33 | nessun risultato | crisi reticolocitaria | 
| 10 giorni | dopo 3 giorni e nor- 
| | (3y pro die) | malizzazione 10 
| giorni } 
| | | 
iva Segue a pagina successiva 
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AUTORI 
I 
Albahary e Coll. ........ I 
Flexner e Hartmann ..... 1° 
2° 
Intosh e Hutchison ...... I 
Sherwin e Coll.......... I 
Chanarin e Coll. ........ I 
| 
| 
. §0 casi 


segue da pagina precedente 


TRATTAMENTO 


Dati 
ANTICONVULSIVANTE ematologici 
+ 5 = QE 
4,3 | & 
= 
+ 6 mesi! 2,800 55 
IT anno 
e mezzo 
+ + 2,3 mesi | 
+ 5 anni 1,800 | 
= + II anni 
(discont.) 
+ 4 anni 
+ + 20 anni| 1,300 32 
+ 25 anni | 0,800 
+ 29 anni 1,200 39 
40 casi 39 casi 17 casi da2mesii — 


a 29 anni 


RISPOSTA ALLA 


TERAPIA 


Vitamina B,2 


la sospensione 
del trattamento 
con primidone é 
seguita da scom- 
parsa della me- 
galoblastosi 


buona entro 8 
giorni 


dei 35 casi: 
in 13 risultato 
nullo; in 12 ri- 


} sultato medio- 
| cre; in 10 risul- 


tato sufficiente 


ANTIANEMICA 


Acido folico 


|dro ematico G. 
4.000.000; Hb 80%) 


normalizzazione dei | 
quadri ematico e mi- | 
decline 


buon risultato terapeu- 

tico in 1§ giorni } 
| normalizzazione dei 
quadri ematico ¢ mi- | 
dollare in 10 giorni 


crisi reticolocitaria al 
2° giorno 


reticolocitaria in 
jiornata quindi nor- 
ione midollare 

ed ematica entro 12 


giorni 


nei 36 trattati | 
| Fisultato soddisfacente 


por 
gen 
| con 
tive 
un2 
er 
sud 
dopo 10 giorni nor- | d’a 
Co 
d 
I 
vel 
sur 
de: 
lh 
- qu 
alt 
| avi 
qu 
d’a 
pa 
do 
to 
Pa 
( 
mi 
du 
tig 
| zal 
be 
Wi 
bo 
is 
tri 
an 
= 
| Pa 
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RIASSUNTO 


Fra le interpretazioni patogenetiche che possono 
porsi alla base delle anemie megaloblastiche insor- 
genti nel corso di terapie protratte con farmaci anti- 
convulsivanti, l’ipotesi di un antagonismo competi- 
tivo viene dall’Autore prospettata sia nei riguardi di 
una mancata utilizzazione dell’acido folico, sia nei 
riguardi della sintesi nucleotidica direttamente alterata 
per analogia strutturale dei suddetti farmaci con il 
nucleo delle pirimidine. Non é da escludere che i 
suddetti meccanismi possano realizzarsi entrambi; 
d’altra parte é da ritenere che particolari condizioni, 
verosimilmente di origine nutrizionale, si debbano 
verificare per linstaurarsi della forma anemica. 


RESUME 


Considérations pathogénétiques sur la mégaloblastose due a 
des anticonvulsivants en rapport a V’acide folique et aux 
nucléotides pyrimidiniques. 

Parmi les interprétations pathogénétiques qui peu- 
vent étre 4 la base des anémies mégaloblastisques 
surgissant au cours de traitements prolongés par 
des médicaments anticonvulsivants, l’auteur admet 

Phypothése d’un antagonisme concurrent, soit en ce 

qui concerne le manque d’ utilisation de l’acide folique, 

soit vis-a-vis de la synthése nucléotidique directement 
altérée par analogie structurale des médicaments susdits 
avec le noyau des pyrimidines. I] n’est pas 4 exclure 

ue ces mécanismes peuvent se réaliser tous les deux; 

Pate part, il y a lieu de croire que des conditions 

particuliéres vraisemblablement d’origine de nutrition, 

doivent se constater 4 cause de installation de la 
forme anémique. 


SUMMARY 


Pathogenic considerations about megaloblastosis due to 
anticonvulsants with regard to folic acid and pyrimidine 
nucleotides. 


Of the various pathogenic interpretations which 
may be at the basis of megaloblastic anemia occurring 
during prolonged anticonvulsant treatment, the inves- 
tigator suggests the hypothesis of a competitive anta- 
gonism of anticonvulsants against folic acid utili- 
zation or nucleotide synthesis which is directly altered 
because of structural analogy of the above drugs 
with the pyridimine nucleus. It may even be that 
both the above mechanisms occur. Furthermore, it 
is believed that special conditions, probably of nu- 
tritional origin, must be present for the onset of the 
anemic state. 


ZUSAMMENFASSUNG 
Pathogenetische Ueberlegungen iiber die Megaloblastosen 
durch krampfbekdmpfende Mittel unter Beriicksichtigung 

der Folsdure und der Pyrimidinnucleotide. 
Im Rahmen der pathogenetischen Deutungen det 
Megaloblastenanimien bei Dauerbehandlungen mit 


krampfbekimpfenden Mitteln, nimmt der Verf. an, 
dass es zu einem Kompetitionsantagonismus sowohl 
im Sinne einer ausbleibenden Ausniitzun derg Folsaure, 
als auch zu einer unmittelbaren Veranderung der Nu- 
cleotidsynthese kommt, verursacht durch die Struktur- 
rahnlichkeit der erwahnten Arzneimittel mit dem 
Pyrimidinkern. Méglicherweise kommt es zu beiden 
Wirkungsmechanismen; andererseits kann ange- 
nommen werden, dass es wahrscheinlich durch 
Ernahrungsst6rungen zu besonderen Zustanden 
kommt, welche das Auftreten der Anamie bedingen. 


RESUMEN 


Consideraciones patogenéticas sobre la megaloblastosis por 
anticonvulsivantes en relacién con el acido fdlico y los 
nucledtidos pirimidinicos. 


Entre las interpretaciones patogenéticas que pueden 
considerarse a la base de las anemias megaloblasticas 

ue aparecen durante terapéuticas prolongadas con 
anticonvulsivantes, el Autor prospecta la 
hipotesis de un antagonismo competidor ya sea con 
respecto a una faltada utilizacién del Acido félico, o 
con respecto a la sintesis nucleotidica directamente 
alterada por analogia estructural de los antedichos 
farmacos con el nucleo de las pirimidinas. No se 
excluye que ambos mecanismos arriba mencionados 
puedan realizarse; por otro lado es logico creer que 
particulares condiciones verosimilmente de origen 
alimenticio, se deban verificar por la instauracién de 
a forma anémica. 
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